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る（図Ⅰ-1）（World Population Prospects, 2015）。この人口増加に伴

































Fig.Ⅰ-1. World population from 1950 
to 2100.（World Population 





























Fig.Ⅰ-2. Change of food 







































































































































































の 薬 剤 の 分 解 菌 が 集 積 し て し ま う と い う 現 象 （ Enhanced 
Biodegradation）が起こりうる（Racke & Coats, 1988）。分解菌が集
積してしまった圃場では、翌年同じ薬剤を使用することが出来ず、使
える薬剤の幅が狭まっていく。殺線虫剤の分解菌発生の報告は、オキ
サミル（Read, 1987; Suett & Jukes, 1988）、カズサホス（Karpouzas 


















































































度測定の目的には適さないとされている（Den Nijs & Van Den Berg, 
2013）。また Pratylenchus neglectusについても、4つの研究施設間














められない（Katsuta et al., 2015）、土性によって土壌 DNAの抽出効
率が異なる（Zhou et al., 1996）ために異なる土性を持つサンプルを
容易には比較できない、死んだ生物の DNA までも検出してしまう


































CP の病害虫に対する殺菌効果と MS の有効成分である MITC の殺菌
効果は同等であるという報告がなされているが（ Harris, 1990; 














































崎県である。特に愛知県（総作付面積 128 ha、年間出荷量 5億本）お















Fig.Ⅱ-1. Production area and shipment of chrysanthemums in 
Japan in 2014 (MAFF, 2015). 
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病を引き起こす糸状菌 Puccinia horiana Hennings、半身萎凋病を引
き起こす糸状菌 Verticillium dahliae Klebahn、わい化病を引き起こ
すウイルス Chrysanthemum stunt viroidなどが知られている（高知
県農業振興部）。 
ネグサレセンチュウ属（Pratylenchus spp.）のいくつかの種がキク
を加害するものとして世界中で報告されている（Hasan, 1988; Kim & 
Minagawa, 1996; Choi et al., 2006; Han et al., 2006; Uesugi et al., 
2009; Deimi et al., 2009）。P. penetrans (Cobb)はキクを含む多くの
花きを加害することで知られている（Bridge & Starr, 2007）。また P. 
pseudocoffeae Mizukuboと P. kumamotoensis Mizukubo et al.は日本
の キ ク 圃 場 で 初 め て 同 定 さ れ た 線 虫 で あ り （ Mizukubo, 1992; 
Mizukubo et al., 2007）、前者はその後イランのキクの温室および露地
圃場でも見つかっている（Deimi et al., 2009）。 
キクの線虫害の症状は根腐れを伴う生育阻害および地上部の黄化で










技術は、ダイコンを加害する Pratylenchus penetrans（Sato et al., 
2011）、ナスを加害する Meloidogyne incognita（Watanabe et al., 





Pratylenchus 属 に 侵 さ れ た 圃 場 に は し ば し ば 1 種 以 上 の
Pratylenchus 属 が 存 在 す る （ Uesugi et al., 2009）。 3 種 の
Pratylenchus属（P. penetrans、P. pseudocoffeae、P. kumamotoensis）
の増殖効率は種間 で異なる。Uesugi et al. (2011, 2012)は、P. 
kumamotoensisの増殖率は P. penetransの増殖率の 193倍であり、






Pratylenchus属の種の同定は形態学的手法（Mizukubo et al., 2007）





real-time PCRを用いて P. penetransを灰色低地土（Sato et al., 2010）
や黒ボク土（Sato et al., 2011）において定量していた が、P. 
pseudocoffeaeおよび P. kumamotoensisについての報告例は本論文の
実験を開始する時点では存在しなかった。 








（Toyota et al., 1999; Kowalchuk et al., 2003）。特に土壌くん蒸剤な
どを用いて消毒した土壌から得られた DNA が、死んだ微生物由来の
ものなのか判断できないという問題がある（星野ら, 2004）。星野ら









の DNAは添加後 10日間で 92％減少したこと(Min et al., 2011)や、
Phasmarhabditis hermaphroditaの DNAは線虫の死後 8日後以降は



























penetrans、P. pseudocoffeae、P. kumamotoensis、P. coffeae、P. vulnus、
P. neglectus、 P. brachyurus、 P. zeae お よ び Helicotylenchus 
dihystera（ナミラセンセンチュウ：中園ら, 1984）を対象に研究を行
った。このうち、P. penetrans（Sato et al., 2007）、P. neglectus（Yan 
et al., 2008）、P. brachyurus（Machado et al., 2007）、P. zeaeおよび
H. dihystera（Kawanobe et al., 2015）については既存の real-time 
PCR 用種特異的プライマーの報告があるため（表Ⅱ-1）、3種の


















TableⅡ-1. List of primer sets using in this chapter.  
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のキク圃場に存在する可能性がある Pratylenchus（P. coffeae、P. zeae）
を対象にして、ターゲット線虫の塩基配列のみを特異的に増幅するプ
ライマーを設計した（表Ⅱ-2, 3, 4）。プライマーの設計は、P. 
pseudocoffeaeおよび P. kumamotoensis については Perfect Real 
Time Primer 設計サービス（Takara）を用いて、P. coffeaeについて
は Primer3plus（http://primer3plus.com/）を用いて行った。以下に
P. coffeaeのプライマーの設計方法を記す。 
P. coffeae の 近 縁 種 で あ る P. speijeri、 P. gutierrezi、 P. 
pseudocoffeae、 P. scribneri、 P. agilis、 P. araucensis、 P. 





を行った。Primer3plusは Server settingを qPCRにして、その他の
設定はデフォルトのまま行った。選定されたプライマー配列候補を前
述した Clustal Wの結果を照らし合わせて forwardあるいは reverse
プライマーの 3’末端から 10塩基以内に 2塩基以上の違いがあるかど
うか確認した。プライマー配列候補を GenBank から得た P. coffeae
の塩基配列（日本由来 9件、中国由来 34件、アメリカ由来 28件）と
照らし合わせて塩基配列に違いがないか確認した。 








図Ⅱ-2. Phylogenetic tree of Pratylenchus 28 species (nuclear 28S 
rDNA gene sequences). ★ means target nematodes to design the 












Table Ⅱ-2. Comparison of the sequences in the positions of specific primers for Pratylenchus 
pseudocoffeae used in this study. 
Target nematode Forward primer (5' →3') 
 











P. scribneri (JX047004) ････････････････････ 
 
････････T････-AGC･････ 





























P. zeae (JN020932) C･･･････････････････ 
 
･････････CA･TT･-C･TGGC 
P. coffeae (EU130850) ････････････････････ 
 
･･･G･TG･････TA･-C･･･A･ 
Numbers in parentheses after the species names indicate the accession number, hyphens indicate 
deletion of the corresponding base and dots indicate the same base as the target species. 
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Table Ⅱ-3. Comparison of the sequences in the positions of specific primers for Pratylenchus  
kumamotoensis used in this study. 
Target nematode Forward primer (5' →3') 
 









































P. zeae (EU130896)  ･･･････････････････････ 
 
ACT･CCCGC･AGCG･T･･･････ 








Numbers in parentheses after the species names indicate the accession number, hyphens indicate  










Table Ⅱ-4. Comparison of the sequences in the positions of specific primers for Pratylenchus 
coffeae used in this study. 
Target nematode Forward primer (5' →3') 
 






P. coffeae (EU130851) TTTCCGACCCGTCTTGAAAC 
 
ATCGCACGTTGGCTCCTA-AC 
P. speijeri (KM245068) ････････････････････ 
 
･･････････････････-･･ 








P. scribneri (KT873859) ･･････････････C･････ 
 
･････････C･･････G･A･T 
P. agilis (EU130841) ････････････････････ 
 
････････････････G･A･T 








P. floridensis (AF170437) ････････････････････ 
 
G･･････A･CA･････GG-AT 
P. hippeastri (KP161611) ････････････････････   G････････････A･･G･CGA 
Numbers in parentheses after the species names indicate the accession number, hyphens indicate 





あると議論されており（Bru et al., 2008; Isenbarger et al., 2008; Lee 
et al., 2008）、Kawanobe et al. （2015）は 3’末端から 10塩基以内に
2塩基以上のミスマッチがあることで増幅効率は 1％以下になると結
論付けている。本論文で作成したプライマーの特異性は、Ppcof プラ
イマーおよび Pcoffeaeプライマーについては 3’末端から 10塩基以内
に 2塩基以上のミスマッチがあったため（表Ⅱ-2、4）、近縁種を増幅
しないと考えられた。一方、Pkumaプライマーについては、リバース






の P. pseudopratensisあるいは P. vulnus が乾土 20 g中に存在する
と、Pkumaプライマーは P. kumamotoensis が 1頭/20 g乾土以上存
在すると誤検出してしまう可能性がある。P. pseudopratensisはソビ
エト連邦のイチゴ（Bezerova & Pokhodenko, 1978）、韓国のツバキ
（Kim & Minagawa, 1996）、南アフリカのキビやアカシア（Villenave 
& Cadet, 1998）、トルコのジャガイモ（Akgul et al., 2010）、イラ
ンの雑穀（Taheri et al., 2013）から検出された報告があるが、日本で
の報告はまだない。一方、P. vulnusは韓国のキク圃場から検出された










来のもので 5件あった。しかし、塩基配列の違いは 3’末端から 10塩
基以上離れた部位であり、あるいは 10塩基以内であっても違いは 3’
末端から 3番目の 1塩基のみ、または 10番目の 1塩基のみであった
ため、これらのミスマッチのある系統も Pcoffeaeプライマーは検出出
来ると考えられる。 











において NEGプライマーが P. zeaeを誤検出する可能性は 1％以下と
判断した。 
 
Table Ⅱ-5. Comparison of the sequences in the positions of specific primers for Pratylenchus 
penetrans used in this study. 
Target nematode Forward primer (5' →3') 
 






P. penetrans (JX046955) ATTCCGTCCGTGGTTGCTATG 
 
GCCGAGTGATCCACCGATAAG 
P. zeae (JN020933) TC･T･････････････G･･･ 
 
･････････････････････ 
P. zeae (JN020935)  TC･T････････････TG･･･ 
 
･････････････････････ 













P. coffeae (LC030409)  TA･T･････････C･･TG･･･ 
 
･････････････････････ 
P. neglectus (LC030328) T･･T･････････C･･TG･･･ 
 
･････････････････････ 
P. brachyurus (JN020928)  ･･･-････････････TG･･･ 
 
･････････････････････ 
Numbers in parentheses after the species names indicate the accession number and dots indicate 


















（Koyama et al., 2013）。変更点はろ紙で押しつぶした線虫を緩衝液 4 
µL（10 mM Tris-HCl(pH8.0), 1% Nonidet P-40）とプロテネース K 1 
µLに添加するのではなく、10 µLのプロテネース K（100 mg/Lプロ
テネース K、Lysis solution (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1mM 





ートクレーブ滅菌した No.5Cろ紙片（約 1 ×1 mm）を線虫の上に乗せ
て押しつぶした。線虫のついたろ紙片を滅菌済み 200 µLチューブに
入れて、そこに 10 µLプロテネース Kを加えた。プロテネース Kは
20 mLのオートクレーブ済み Lysis solution (10mM Tris-HCl (pH 




得られた線虫懸濁液を滅菌蒸留水で 10倍希釈して real-time PCR
にかけた。real-time PCRの条件は NEG条件（95°C 20 秒、（95°C3
秒、 62°C30 秒（0.2℃/秒））× 40サイクル）とした。なお、サンプ
ルの組成等のプロトコールは表Ⅱ-6に記す。この条件は第Ⅱ章～第Ⅳ











機械名： StepOneTM Real-Time PCR System (Life Technologies 
Japan) 
Table Ⅱ-6. Composition of mixture for real-time PCR 
Fast  SYBR® Green  Mster  Mix (Life 
Technologies Japan) 
5 µL 
Forward primer (10 µM) 4 pmol/ 0.4 µL 
Reverse primer (10 µM) 4 pmol/ 0.4 µL 
Sterilized distilled water 2.2 µL 
Template DNA 2 µL 









線虫である P. vulnusの DNAを P. kumamotoensisの増幅効率に対し
て 4.7%の効率で増幅した。すなわち、土壌中に 100頭/20 g乾土の密














Table Ⅱ-7. Ct values of Pratylenchus penetrans, P. pseudocoffeae, P. 




P. penetrans P. psuedocoffeae P. kumamotoensis P. vulnus P. coffeae 
Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm 

































ND   24.4±0.9 79.2 














P. pseudocoffeaeおよび P. kumamotoensisの一頭釣り DNAを用い
て、アニーリング温度を 2℃下げて伸長時間を延ばした条件（RKN条
件：95℃10秒、（95℃5秒、60℃20秒（0.2℃/秒））× 45 サイクル）




P. kumamotoensisの Ct値は NEG条件と RKN条件で差がなかった
（表Ⅱ-8）。また P. pseudocoffeaeの Ct値は RKN条件の方が 0.8高
27 
 
くなったため、Pkumaプライマーの real-time PCR条件は前述の NEG
条件のまま変更しないこととした。 
 
Table Ⅱ-8.  Comparison of Ct values of DNA 
extracted from individuals between two real-time 
PCR conditions. 
Condition Ct Value P. pseudocoffeae P. kumamotoensis 
NEG 22.9 24.9 
RKN 23.7 24.7 













 2015年 5月に沖縄県沖縄市の 9つのキク圃場から土壌を採取した。
圃場の情報を表Ⅱ-9に示す。1圃場あたり 5地点から土壌を採取して
混合し、ひとつの土壌サンプルとした。土壌はオーガー（直径 3 cm）
を用いて表層 0-30 cmから採取した。土壌サンプルを 5 mmの篩にか
けてから土壌サンプルのうち約 200 gを 60℃の恒温乾燥機で 2日間乾


















No year before last 
2 suspected year before last 
3 ZM-1 小菊（つばさ） suspected February 
4 ZM-2 小菊（つばさ） suspected February 
5 EK 小菊（琉のあやか） No Every year 
6 TK 小菊（つばさ） No Every year 
7 SH 小菊（つばさ） suspected No 
8 YS 小菊（つばさ） very little Did 
9 IN 小菊（太陽の金華） No No 
10 YK 小菊（太陽のかりゆし） very little No 





いずれも粘土質の土壌である。土壌からの DNA抽出法（Sato et al., 
2010）は黒ボク土に対する抽出法であり、Kawanobe et al. （2015）
は沖縄土壌に適するよう、上記の抽出法を改良した。本論文で用いた
土壌は Kawanobe et al. （2015）が用いた土壌より粘土質が少ないよ














・黒ボク土抽出法（Sato et al., 2010） 
 
スクリューチューブにビーズ（ジルコニアビーズ 0.1 mm径 0.75 g





（10mM Tris-HCl(pH8.0)、50mM EDTA(pH8.0)、0.5%SDS）600 µL
を添加してビードビーター（5000rpm、60秒×2回、WAKENYAKU、 
BS-12）にかけた。撹拌したチューブを遠心分離（13000xg、5分、25℃）
にかけて、5 M NaCl 377 µLを添加した 2 mLチューブに上清 600 µL









した新しい 2 mLチューブに上清 1.1 mLを、1000 µLと 100 µLにわ
けて添加してボルテックスにかけ、遠心分離（15000xg、15分、18℃）
にかけた。冷蔵庫で保存しておいた 20%PEG（20%PEG、1.6M NaCl）








ーブの底に白い DNA が乾燥していることを確認してから TE buffer 
100 µLを添加して指でチューブを弾いて混合し、常温で 30分～1時









 改変沖縄法で抽出した土壌 DNAを、滅菌蒸留水を用いて 10倍希釈





















Table Ⅱ-10. Differences of DNA extraction methods.  





て 20％スキムミルク溶液 500 µLを添加 
土壌 0.5 g 土壌 0.25 g 
遠心分離（12,000xg、15秒、25℃）   










5 M NaCl 377 µLを添加した 2 mLチューブに上清 600 
µLを添加した。同じチューブに 10%CTAB 270 µLを添
加してボルテックスで十分に撹拌 
  
10分間 60℃のウォーターバスで湯銭   
冷蔵庫で 10分間冷却   
クロロホルム 500 µLを添加してボルテックス   
遠心分離（15,000xg、15分、18℃）   
クロロホルム 500 µLを添加した新しい 2 mLチューブに
上清 1.1 mLを添加してボルテックス 
  
遠心分離（15,000xg、15分、18℃）   
20%PEG 600 µLを添加した新しい 2 mLチューブに上清
1 mLを添加してボルテックス 
  
遠心分離（15,000rpm、20分、4℃）   
上清を全て取り除き、70%エタノール 1000 µLを添加   
遠心分離（15,000rpm、5分、4℃）   
エタノールを 200 µLチップを用いて完全に取り除く   
10分間乾燥   








11ヶ所中 3ヶ所から P. penetransが、1ヶ所から P. kumamotoensis
が検出された（表Ⅱ-11）。得られた Ct値を後述する検量線を用いて密
度 に 換 算 す る と 、 P. penetrans は 13～ 436 頭 /20 g乾 土 、 P. 
kumamotoensisは 53頭/20 g乾土存在した。P. pseudocoffeae、P. 
neglectus、P. brachyurusおよび P. coffeaeは検出されなかった。1
ヶ所に複数の Pratylencus属が混在しているサンプルはなかった。 
 
Table Ⅱ-11. The number of Pratylenchus spp. estimatied by real-time 





No. of Pratylenchus spp. (individuals/20 g dry soil) 
P. penetrans P. pseudocoffeae P. kumamotoensis 
1 HH ND ND ND 2 ND ND ND 
3 ZM-1 13 ND ND 
4 ZM-2 436 ND ND 
5 EK ND ND 53 
6 TK ND ND ND 
7 SH 39 ND ND 
8 YS ND ND ND 
9 IN ND ND ND 
10 YK ND ND ND 
11 YA ND ND ND 






栽培前土壌の real-time PCRの結果、P. penetrans、P. pseudocoffeae、





2圃場の土壌を混合して検量線土壌とした。生土 10 g（60℃乾土 8.2 
g相当）をボールミルの容器に入れて、土壌の上から植物寄生性線虫












らびに real-time PCRを行った。線虫添加量は、P. pseudocoffeaeお
よび P. kumamotoensisは 2、10、50頭/10 g生土（5、24、122頭/20 







密度 （Log10 No./20 g 乾土 ） を x とす る と 、 P. penetrans は
y=-0.9502x+35.035, R2=0.9502（ P<0.05）、 P. pseudocoffeae は










y = -0.9502x + 35.986 
R² = 0.9124 
P. pseudocoffeae 
y = -1.2379x + 35.393 
R² = 0.8551 
P. kumamotoensis 
y = -0.9613x + 36.502 

















Number of Pratylenchus spp. inoculated to 
20 g oven-dried soil (Log2 no.) 
Fig. Ⅱ-3. Relationship between the number of 
each target nematodeadded to 20 g oven-dried 
soil and the cycle threshold (Ct) values using 
each specific primer. ◆, Pratylenchus 
penetrans; 〇, P. pseudocofeae; □, P. 























一 頭 釣 り し た P. penetrans、 P. pseudocoffeae お よ び P. 
kuamotoensisの DNAを、滅菌蒸留水を用いて 5×10-5～5×10-2に希釈













P. penetrans と P. suedcoffeae は 10,000 倍 希 釈 ま で 、 P. 
kumamotoensisは 5,000倍希釈まで Ct値と希釈倍率の直線性が確認
された（図Ⅱ-4）。DNAの検出限界となる Ct値は、P. penetransが







本論文の検出限界と過去の報告を比較すると、Sato et al. （2011）
はP. penetransの検出限界を 4頭/20 g乾土であったと、また Yan et al. 







y = 0.9685x + 21.848 














Log2 (Dilution rate) 
y = 1.0465x + 19.475 













Log2 (Dilution rate) 
y = 0.9289x + 21.78 














Log2 (Dilution rate) 
Fig. Ⅱ-4. The relationship between the cycle threshold (Ct) values and dilution 
rates of Pratylenchus spp. DNA. A, Pratylenchus penetrans; B, P. pseudocoffeae; 
C, P. kumamotoensis. Bars represent SD (n=3), except for the highest dilutions, in 
which each value is shown (undetermined samples are shown as 36 in gray color). 












び No.5）と検量線用に作成した各線虫を 2頭/10 g土壌接種した土壌
を用いた。表Ⅱ-10の河野辺法（Kawanobe et al., 2015）を参考に、
土壌の量を 0.25 gおよび 0.4 g/スクリューチューブにして DNAを抽
出した（2連）。また、ビードビーティングの回転数および時間も
5,000rpm, 120秒から 5,500rpm, 90秒へ変更した。得られた土壌 DNA






サンプルおよび検量線用土壌の 1連で土壌量を 0.4 g（改変沖縄法 B＝
Modified Kawanobe-B）または 0.25 g（河野辺法＝Kawanobe）に少
なくした方が Ct値は 0.5 g（改変沖縄法 A＝Modified Kawanobe-A）





















Soil for calibration 
carve 






calibration carve  
(2 individuals/10 
g soil) 
1 2 1 2 
Modified 
Kawanobe-A 
(Ⅱ-４）) 0.5 g 27.7 33.5 32.3 31.0 34.6 32.4 
Modified 
Kawanobe 
-B 0.4 g 27.2 35.1 33.5 33.2 32.4 39.1 
Kawanobe
（Kawanobe 











2015年 11月に沖縄県沖縄市のキク圃場 3圃場から合計 8プロット
の土壌を採取した。土壌は圃場の平均的な草丈を示している所（良好）
と、草丈が低くなっている所（不良）から採取した。ひとつのプロッ


















15.5 g）および土壌をつけたまま約 2 cmにハサミで切断したキクの根
（約 2 g）はベルマン法にかけて線虫懸濁液を採取した。線虫懸濁液は
実体顕微鏡下で観察・計測した後、土壌から抽出した懸濁液の半量か
ら線虫 DNAを抽出して real-time PCRにかけた。線虫懸濁液からの





1.5 mLチューブに入れ、そこに滅菌蒸留水 900 µLを添加して 1 mL
とした。1.5ｍLチューブを遠心分離（8,000 rpm、5分）にかけた。
上澄みを除去して残りの 500 µLに 20％パーコール溶液（パーコール
（GEヘルスケア）を蒸留水で 5倍希釈したものを 0.2 µmフィルター
を用いて減圧ろ過滅菌したもの）を同量添加して、再度遠心分離
（15,000 rpm、10分）にかけた。上澄み 800 µLを除去して残りの 200 
µLを DNA抽出操作に用いた。線虫懸濁液 200 µLと 10×TEバッファ
ー20 µLをスクリューチューブ（直径 0.1 mmビーズ 0.2 gを入れてオ
ートクレーブにかけたもの）に入れてビードビーティング（5,500 rpm、
1.5分を 2回）にかけた。20％スキムミルク溶液 50 µL、Extraction 
buffer（250 mM NaCl、0.2 M Tris-HCl (pH8.0)、25 mM EDTA、0.5％ 





400 µLを新しい 1.5 mLチューブに移した。スクリューチューブに滅
菌蒸留水 400 µLを添加してボルテックスし、再度遠心分離（15,000 
rpm、4℃、15分）にかけた。上澄み 400 µLを既に 400 µLが入って
いるエッペンドルフチューブに移して、グリコーゲン溶液（5 mg/mL）
8 µL、5 M 酢酸アンモニウム 80 µL、イソプロパノール 600 µLを加
えてボルテックスした。チューブを室温で 5分静置後、遠心分離
（15,000 rpm、4℃、15分）にかけて上澄みを全て除去した。チュー
ブに滅菌蒸留水 500 µL、20％PEG（20%PEG、1.6M NaCl） 300 µL
を添加してボルテックスし、冷蔵庫で 15分間静置した。遠心分離
（15,000 rpm、4℃、15分）にかけて上澄みを全て除去し、70％エタ
ノール 500 µLを加えて遠心分離（15,000 rpm、4℃、2分）にかけた。
上澄みを全て除去して遠心式濃縮機（タイテック、VC-15SP）に 20
分かけて乾燥後、TEバッファー100 µLに DNAを溶かした。抽出し









































81±2 a 47.2±4.1 17.6±1.6 a 0.11±0.07 
2 65±6 b 44.0±6.5 13.5±0.6 b 0.10±0.07 




28±3 a 36.8±3.5  9.1±1.3 b 0.04±0.01 
2 22±4 b 40.6±3.6 10.9±0.9 a 0.08±0.03 
3 20±3 b 40.3±5.7 11.0±0.8 a 0.06±0.01 
 
土壌 DNAの分析の結果、TA-1圃場の不良プロット、TA-2圃場の不
良プロット 1 つおよび ZM-2 圃場のすべてのプロットから P. 
penetransが検出された（表Ⅱ-14）。P. penetransの密度範囲は 9～
596頭/20 g乾土であった。 
TA-1の生育不良および TA-2圃場の 1プロットの生育不良は P. 
penetransの影響があることが示唆された。不良・良好すべてのプロ













Table Ⅱ-14. The number of Pratylenchus spp. estimated by real-time PCR 







The density of Pratylenchus spp. 
 (individuals/20 g dry soil) 
P. penetrans P. pseudocoffeae P. kumamotoensis 
TA-1 1 39±4 a ND ND ND 2 22±3 b 18 ND ND 
TA-2 
1 81±2 a ND ND ND 
2 65±6 b 9 ND ND 
3 66±4 b ND ND ND 
ZM-2 
1 28±3 a 596 ND ND 
2 22±4 b 178 ND ND 
3 20±3 b 232 ND ND 
Different letters indicate significant differences at P <0.05 among plots of a field. 




果、P. penetransが最も多く検出され、ついで H. dihystera（ナミラ
センセンチュウ）が検出された。P. pseudocoffeae、P. neglectus、P. 
brachyurusおよび P. coffeaeは検出されなかった。P. zeaeについて
はこれまで検出限界の検討がされてない。他の Pratylenchus属につい
ての DNA の検出限界となる Ct 値は、P. penetrans が 34.1、P. 
pseudocoffeaeが 33.4、P. kumamotoensisが 33.7であり（図Ⅱ-4）、
今回の Ct値 32という結果はこれらより 1低かった。前述した 3種の



































ZM-2-2 19.6 37.7 35.9 ND 32.5 34.6 36.1 24.7 
ZM-2-3 18.1 ND 35.4 ND 32.1 34.8 35.7 28.1 











 2016年 2月に ZM-2圃場から草丈の伸びが良い所（良好）と草丈が
低くなっている所（不良）、合計 14プロットから土壌を採取した。ひ






ているため、不良品化率（草丈 60 cm以下の株の割合）を求めた。 







 14地点中 11地点から P. penetransが 4～1553頭/20 g乾土の範囲
で検出された（表Ⅱ-16）。P. kumamotoensis、P. pseudocoffeae、P. 
neglectus、P. brachyurusおよび P. coffeaeは検出されなかった。P. 
penetransの密度とキクの草丈の間に関係性はみられなかった（図Ⅱ
-5）。そこで、市場規格が草丈 60 cm以上とされているため、草丈 60 cm
以下の株の割合（不良品化率）を求めた。P. penetransの密度が高密
度な 2プロットを除いて、密度が 500頭/20 g乾土以上の 2プロット
では不良品化率が 40％以上になった。収穫時の P. penetransの密度が
約 1400頭/20 g乾土と高密度であった 2つのプロットの生育が良好だ
った原因は不明であるが、収穫時の密度が 500頭/20 g乾土以上であれ
ば商品化率が下がる可能性が示された。P. penetransの増殖率は品種























Table Ⅱ-16. Density of Pratylenchus penetrans, plant height and soil 
moisuture content in soils collected from ZM-2 field at hervesting.  
Plot 
No. 
Density of P. penetrans 





ratio (%) a 
Soil moisture 
content (%) 
1 1052 59 52 28.7 
2 1553 61 57 26.0 
3 282 65 90 29.2 
4 0 67 90 26.3 
5 67 68 96 30.2 
6 0 68 87 29.0 
7 0 68 92 25.6 
8 15 71 96 25.0 
9 436 85 100 25.2 
10 367 87 100 26.7 
11 1489 87 100 26.7 
12 120 87 100 27.4 
13 4 88 100 26.0 
14 1412 91 100 27.9 
a Marketable chrysanthemum is defined as one whose plant hight is more 




















表面の泥を流水で落としてから約 1～2 cmに細断して 2 gずつベルマ
ン法（室温、2日間）にかけた。得られた線虫懸濁液から約 300頭の
レンコンネモグリセンチュウ（Hirschmanniella diversa）を 1サンプ
ルとして、前述した線虫懸濁液からの DNA抽出法（Toyota et al., 2008）
で抽出した。抽出した DNAを Ferris ITS1プライマー(5’-CGT AAC 
AAG GTA GCT GTA G-3’)（Ferris et al., 1993）と D3Bプライマー
(5’-TCC TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA-3’) (De ley et al., 1999)を
用いて PCRにかけた（断片長 ca. 1500bp）。使用したポリメラーゼは
MightyAmp Ver.2 (Takara Bio)（Buffer 25 µL、ポリメラーゼ 0.5 µL、


























Density of P. penetrans 
(individuals/20 g dry soil) 
Fig. Ⅱ-5. Relationship between 
plant height of chrysanthemum 
and density of Pratylenchus 
penetrant in soil colected from 




























Density of P. penetrans  
(individuals/20 g dry soil) 
Fig. Ⅱ-6. Relationship between 
unmarketable ratio of chrysanthemum 
and density of Pratylenchus penetrans 




水 18.5 µLと抽出 DNA 3 µLを 200 µLチューブに入れて 1サンプル
とした。PCRの条件は、98℃2分、（98℃10秒、53℃30秒、68℃1分）
×45サイクル、68℃7分で行った。以下、この PCR産物を Divと呼ぶ。 
Divを滅菌蒸留水で段階希釈（10-2～10-7）して、Real-time PCRに
かけた。プライマーは divF(5’-CGT GTC AAT TAC TAG CGC AAA 
TGT C-3’)、divR(5’-GAG CCG GTT GAA TAA ACA ACG AA-3’)
（Koyama et al., 2013）を用いて real-time PCRにかけた。Real-time 
PCRの条件は RKN条件(95℃10秒、(95℃5秒、60℃20秒) ×45サイ
クル)とした。得られた Ct値を基に、DIV溶液を Ct値 18になるよう
に滅菌蒸留水で希釈した。 






・砂土法（Min et al.（2011）をもとに新たに作成した方法） 
 
スクリューチューブにビーズ（ジルコニアビーズ 0.1 mm径 0.75 g
およびグラスビーズ 0.5 mm径 0.25 g）を充填してからオートクレー
ブ（121℃15分）で滅菌した。ボールミルした土壌 0.75 gをスクリュ
ーチューブに入れてスキムミルク 20 mg を添加して遠心分離
（12000xg、15秒、25℃）にかけた。その上に Lysis buffer（120 mM
リン酸バッファー（pH7.0）、1.5 M NaCl、2% CTAB）1000 µLを添
加してビードビータ （ー5000rpm、60秒×1回、WAKENYAKU、 BS-12）
にかけた。撹拌したチューブを遠心分離（2,500xg、5分、25℃）にか
けて、上清 500 µLを新しい 2 mLチューブに移した。遠心後のチュー
ブを再度遠心分離（2,500xg、2分、25℃）にかけて、上清 100 µLを
先ほどの 2 mLチューブに移した。合計 600 µLの上清に冷凍庫で保存
しておいたクロロホルム 600 µLを添加してボルテックスにかけ、遠
心分離（18,000xg、5分、18℃）にかけた。上清 450 µLを新しい 2 mL




上清 450 µLを先ほどの 2 mLチューブに移し、クロロホルム 900 µL
を添加してボルテックスにかけ、遠心分離（15,000xg、2分、18℃）
にかけた。上清 750 µL を新しい 2 mL チューブに移して 3M 
NaOAc(pH5.2)75 µL、冷凍庫で保存しておいたイソプロパノール 750 
µLを添加してボルテックスにかけ、10分間室温に置いた。静置後に
遠心分離（18,000xg、5分、18℃）にかけ、上清を除去した。冷凍庫

















Ct 値を調節した DIV 溶液 10 µLおよび、イモグサレセンチュウ
（Ditylenchus destructor）懸濁液（青森の線虫汚染ニンニクよりベ
ルマン法で取りだしたもの）175頭/5 µLを、スクリューチューブ（直






Div プライマーおよび Ddf(5’-CAC GTC TGA TTC AGG GTC GTA 
48 
 
AAT A -3’)、Ddr(5’- AGA AAC ACG TGC TAG GCC AAA G-3’)プライ
マー（Cheng et al., 2015）を用いて real-time PCRにかけた。Ddプ





 Ddプライマーの Ct値および Divプライマーの Ct値は使用した土
壌によって異なった（表Ⅱ-17）。Ddプライマーの Ct値は 19.7～21.1、
Divプライマーの Ct値は 26.6～29.0の幅があった。線虫懸濁液から
抽出した DNAの結果も合わせた場合の Ddプライマーの Ct値（x）
と Divプライマーの Ct値（y）の相関図を図Ⅱ-7に示す。相関関係は























Table Ⅱ-17. Comparison of Ct values of Ditylenchus destructor and DIV among 
different soil types. 
Sample 










1 Sandy soil 
Lotus in 
Tokushima Sandy soil 0.5 g 20.4±0.2 27.5±0.3 
2 
Clay soil 







3 21.1±0.1 29.0±0.3 

















8 Soybean in Chiba 
Andosol（Sato 






Rice in Tokyo 20.9±0.05 27.8±0.3 













































y = 1.1587x + 3.7826 























Ct values of Ditylenchus destructor 
Fig.Ⅱ-7. Relationship between Ct values 














水分量を脱イオン水で最大容水量の 40％に調節した土壌 50 gを 3
つの 2 L容ポリビンにそれぞれ充填した。2 µL（慣行量の 25％、CP25







penetrans（109頭/15 µL）および D. destructor（260頭/40 µL）を
















連）。懸濁液 100 µLを取って滅菌生理食塩水 900 µLに懸濁して 10-2
希釈液を作成した。同様の操作を繰り返して段階希釈液を作成し、ロ
ーズベンガル培地（Martin, 1950）と 1/100普通ブイヨン培地（Eiken 





 糸状菌密度は CP25％区で 97.6％、CP50%区で 99.6％、コントロー
ル区に比べて減少した。細菌密度は CP25％区で 61％、CP50%区で
81％、コントロールに比べて減少した（表Ⅱ-18）。この減少率は過去
の報告（Itoh et al., 2000）の、20～80％減少するという結果より高か
ったことから、土壌くん蒸は適切に行われていたと判断した。 
 
Table Ⅱ-18. Density of fungi and bacteria in fumigated soil.  
 Fungi Bacteria 
  ×10^ 2 CFU/g dry soil % 
×10^ 6 CFU/g 
dry soil % 
control 600 100 22 100 
CP25% 15 2.4 9 39 
CP50% 2 0.4 4 19 
 
 P. penetrans の DNA量はくん蒸 14日後までにコントロール区で
99.9％、CP25%区で 99.8％、CP50%区で 99.7％、0日目に比べて減少
した（図Ⅱ-8）。また D. destructorの DNA量はくん蒸 14日後までに
コントロール区で 99.7％、CP25%区で 99.5％、CP50%区で 96.6％、0
日目に比べて減少した（図Ⅱ-9）。 
 DNA の土壌残存性は過去の報告と同様の結果を示した。すなわち、
Min et al.（2011）は死んだ Meloidogyne incognita （二期幼虫）を
砂土に添加するとその DNAは添加後 10日間で 92％減少したと報告




後以降は DNAが検出されなくなったと報告している。また Morrissey 





































































Days after inoculation 
Fig.Ⅱ-8. Fate of Pratylenchus 
penetrans DNA in fumigated and 
non-fumigated soil after 
inoculation of 100 dead individuals 
(0.5 g soil)-1. ♦, non-fumigated soil; 
△, fumigated soil with 25% of 
chloropicrin commonly used; ■, 







































Days after inoculation 
Fig.Ⅱ-9. Fate of Ditylenchus 
destructor DNA in fumigated and 
non-fumigated soil after 
inoculation of 260 dead individuals 
(0.5 g soil)-1. ♦, non-fumigated soil; 
△, fumigated soil with 25% of 
chloropicrin commonly used; ■, 
fumigated soil with 50% of chlor 
54 
 
のプライマーは P. vulnusの DNAを P. kumamotoensisの増幅効率に
対して 4.7%の効率で増幅してしまう可能性があることが明らかにな
った（表Ⅱ-7）。 
 P. penetransのプライマー（Sato et al., 2007）、P. pseudocoffeae
および P. kumamotoensisのプライマーの検量線を作成した（図Ⅱ-3）。
Ct値を y、線虫密度を xとすると、P. penetransは y=-0.9502x+35.035, 
R2=0.9502（P<0.05）、P. pseudocoffeaeは y=-1.2379x+34.156, 




P. penetransは 18サンプルから 4～1553頭/20 g乾土の範囲で、P. 





ロット 5つのうち 4プロットから、生育良好プロット 3つのうち 1プ
ロットから P. penetransが検出された（表Ⅱ-14）。不良プロットのみ
から P. penetransが検出された圃場についてはキクの生育不良は P. 
penetransの影響があることが示唆された。また、不良・良好すべて
のプロットから P. penetransが検出された ZM-2圃場は栽培開始から
1ヶ月と日が浅く、草丈の伸長も十分でなかったため、収穫時の密度
と草丈の調査も行った。2要素の間に関係性はみられなかったが、P. 
















物寄生性線虫 Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood



















2000; Momma et al., 2010）。門馬（2013）は土壌還元消毒のことを
































































密度測定の目的には適さないと考えられる（Den Nijs & Van Den Berg, 
2013）。事実、ベルマン法を用いた計測で植物寄生性線虫がいないと
された圃場において、その後栽培された作物に線虫害が知られたとい
う例がある（Sato et al., 2011）。この現象は現地で土壌消毒を行った
土壌でも見られ、消毒直後にはベルマン法で植物寄生性線虫が検出さ












Pratylenchus  penetrans (Cobb)  Filipjev  and 
Schuurmans-Stekhovenとダイコンの関係（Sato et al., 2013）、M. 
incognitaとナスの関係（Watanabe et al., 2013）、Hirschmanniella 
diversa Sherとレンコンの関係（Koyama et al., 2013）が報告されて
いる。しかし、本論文を始める時点では、M. incognitaとトマトある
いはキュウリの関係については研究例がなかった。 
 本章では、M. incognita の作付け前密度からトマトの被害度を予測
する技術を開発するための前駆体となる研究を行った。すなわち、M. 
incognitaの潜在的被害を予測する迅速診断法を開発することを目的

















 5棟のハウスの土壌中に Meloidogyne spp.が存在するか事前に調査
した。 
2013年 5月にスイカ栽培中のハウス（1棟 4.5×45 m）から土壌を
採取した。1棟のハウスあたり 2か所から深層 30 cm以下の土壌を採







 土壌サンプルを 60℃の恒温乾燥器内で 48時間乾燥させた。乾土 20 
gをボールミル（Retsch, MM-400)にかけて粉砕し、そこから 0.5 gを
土壌 DNA抽出に用いた（2連）。土壌からの DNA抽出法は Sato et al.
（2010）の手法に従った。詳細については第Ⅱ章「Ⅱ－２－２）」に
記した。得られた DNA抽出液を滅菌蒸留水で 10倍希釈して real-time 
PCR にかけた。プロトコールについては第Ⅱ章「Ⅱ－１－２）」に記
した。Meloidogyne spp.を検出するプライマーは RKNf (5,-GCT GGT 
GTC TAA GTG TTG CTG ATA C-3,) および RKNr (5,-GAG CCT 
AGT GAT CCA CCG ATA AG-3,)（Toyota et al., 2008）を用いた。な
お、得られた Ct値を密度に変換する式は、村上（2013）が作成した
検 量 線 を 基 に 得 ら れ た も の を 使 用 し た 。 村 上 （ 2013） の 式 は











Table Ⅲ-1. Density of Meloidogyne spp. detected in subsurface soils which 
were collected from deeper than 30 cm during cultivation of water melon. 
Green house Density of Meloidogyne spp. (J2eq/20 g dry soil) 
No.1 234  
No.2 194  
No.3 33  
No.6 181  
No.7 20  




 RKNプライマーは M. incognita、M. arenaria、M. javanica および






 PCR に用いる DNA Polymerase は TaKaRa Ex Taq (Mg2+ free 
Buffer)（タカラバイオ）を用いた。Meloidogyne spp.のミトコンドリ
ア DNAの一部を増幅するためのプライマーは Harris et al. (1990)の
forward(5’-TAA ATC AAT CTG TTA GTG AA-3’)お よ び
reverse(5’-ATA AAC CAG TAT TTC AAA CT-3’)を用いた。TaKaRa Ex 
Taq 0.2 µL、10×Ex Taq Buffer 2.5 µL、MgCl2 2.0 µL、dNTP 2.0 µL、
10 µM Harrisプライマー各 1.5 µLおよび滅菌蒸留水 13.3 µL、合計
23 µLを 1チューブあたりの反応液とした。サンプル分をまとめて作







確認した。1.5 mLチューブに PCR産物 8 µL、制限酵素 HinfⅠ 1 µL









また電気泳動の結果を図Ⅲ-2に示す。結果、900, 410, 290, 170bpの
4つのバンドおよびダイマーが確認されたため、本論文で用いた土壌
中に優占している種は M. incognita と判明した。 
 
Table Ⅲ-2. Fragment length of Meloidogyne spp. using endonuclease HinfⅠ. 
Nematode Length of PCR product (bp) Length of fragment (bp) 
M. incognita 1770 900, 410, 290, 170 
M. arenaria  1770 900, 700, 170 
M. javanica 1770 1600, 170 




Fig. Ⅲ-2. RFLP pattern of DNA extracted from soil after digestion 










薬剤を 15 mL/m2、低濃度エタノール処理区（EtOH 頭上かん水区、
EtOH減量区および EtOH区）は 65％エタノールを 0.35～0.39％に希
釈したものを 110～130 L/m2土壌に使用した。処理後に 1,3-D処理区
はガスバリアー性フィルム（0.02 mm、岩谷マテリアル）で、低濃度
エタノール処理区はポリエチレンフィルム（0.05 mm、東罐興業）で
土壌を被覆した。2013年 7月 11日に被覆を剥がして、翌日に 21日間
育苗したトマト苗（みそら 64、みかど協和）を定植した（400株/ハウ











Table Ⅲ-3. Experimental design     Green house Consentration of ethanol (%) Date 
D-D区 No.1 （D-D処理） 6/21 
EtOH頭上かん水区 No.2 0.36 6/21 
EtOH減量区 No.6 0.35 6/20 








各ハウスにランダムに 3地点をとり、50 cm2の範囲の 3～5か所か
らオーガー（直径 10 cm、オーリー）で土壌を採取して混合し、それ




７）土壌中の M. incognita の定量 
 






前述した方法で 0.5 gのボールミル土壌から DNA を抽出し、
real-time PCRにかけた（2連）。また、得られた Ct値を密度に変換
するための検量線を作成した。 
土壌 DNAを用いて測定した Ct値と土壌中の M. incognita密度の関











 村上（2013）や Min et al. (2011)は既知数の対象線虫を 20 g土壌に
添加し、これをボールミルして、0.5 gボールミル土壌から DNAを抽
出して検量線を作成していた。しかし、この手法では大量の対象線虫
が必要となるため、直接スクリューチューブに M. incognita と 0.5 g
ボールミル土壌を添加する方法を試みた。 




 ビーズ（ジルコニアビーズ 0.1 mm径 0.75 gおよびグラスビーズ 0.5 
mm径 0.25 g）を充填してからオートクレーブ（121℃15分）で滅菌
したスクリューチューブを用意した。M. incognita を 1、5、25、125
頭スクリューチューブのキャップに添加し、キャップを閉めてから卓
上遠心機にかけ、キャップに M. incognita が残っていないことを確認
した。キャップを開けて 60℃の乾燥器に 18時間入れ、M. incognita
添加時に加えた水分を蒸発させた。その後、チューブにボールミルし


















 土壌は D-D消毒直後土壌のボールミル前のものを、M. incognitaは
NIAS(National Institute of Agrobiological Sciences) Genebankで購
入したもの（MAFF108258）を使用した。実験は二度行い、一度目は
土壌 4 gを、二度目は土壌 10 gを用いた。土壌をボールミルの容器に
入れて、土壌の上から M. incognita を添加した。土壌 4 gには M. 
incognitaを 5、25頭、土壌 10 gには 5、25、125頭添加した（2連）。 








y = -1.0596x + 40.56 
R² = 0.4907 
y = -1.0028x + 34.044 








0 5 10 15 20
CtCt
  
Density of M. incognita (Log2 J2/20 g dry soil) 
Fig. Ⅲ-3. Caribration curves of Meloidogyne 
incognita . △: Directly added nematodes in a 




た。M. incognita 添加土壌の入ったボールミル容器を 60℃の恒温乾燥
機で乾燥されたのちにボールミルして、得られた土壌を用いて DNA




 土壌 4 gの検量線と土壌 10 gの検量線の差は傾き 0.09、y切片 0.72
であった。この差は誤差の範囲内であると考えて、両方のデータを用







新たに作成した検量線を用いて、得られた Ct値を M. incognita 密
度に変換した（表Ⅲ-4, 5）。上層の M. incognita は消毒前、直後およ
び収穫後でそれぞれ、42～1647、0～68、0～266頭/20 g乾土の範囲
で存在した。また下層の M. incognita は消毒前、直後および収穫後で
それぞれ、110～1651、4～265、0～839頭/20 g乾土の範囲で存在し
た。 
y = -1.1424x + 36.979 
R² = 0.878 
y = -1.2364x + 37.699 
R² = 0.9844 
y = -1.1586x + 37.142 















Density of M. incognita (Log2/20 g dry soil) 
Fig. Ⅲ-4. Caribration curve of Meloidogyne incognita 






 上層については EtOH減量区 1ヶ所を除いて M. incognitaは 0頭/20 
g乾土あるいは消毒前密度と比べて 22％以下に減少した。収穫後の密
度は EtOH頭上かん水区 1ヶ所および EtOH区 1ヶ所で 159頭/20 g
乾土以上に爆発的に増加していた。それ以外のサンプルは 0～14頭/20 
g乾土であった。下層については、消毒直後でもすべてのサンプルで
M. incognita が検出され、収穫後には 8サンプルで 2倍以上に増加し
ていた。 
 
Table Ⅲ-4. Density of Meloidogyne incognita in surface soils measured 
with real-time PCR before and after soil disinfection and after harvesting. 
 Density of Meloidogyne incognita (J2eq/20g dry soil) 
  Before disinfection 
After 
disinfection After harvesting 
D-D区 151 0 7 
 42 0 0   1647 0 0 
EtOH頭上かん水区 100 0 159 
 205 4 7   286 13 4 
EtOH減量区 62 68 0 
 113 4 14   260 0 6 
EtOH区 114 25 266 
 205 3 0   145 0 0 









Table Ⅲ-5. Density of Meloidogyne incognita in subsurface soils 
measured with real-time PCR before and after soil disinfection and after 
harvesting. 
 Density of Meloidogyne incognita (J2eq/20g dry soil) 
  Before disinfection 
After 
disinfection After harvesting 
D-D区 220 48 135 
 1651 5 0   576 55 12 
EtOH頭上かん水区 245 159 753 
 967 84 555   847 138 293 
EtOH減量区 184 101 199 
 110 9 3   341 4 337 
EtOH区 631 265 839 
 116 47 0   406 15 69 
J2 means a second juvenile. 
 

















 上層の M. incognita は消毒前、直後および収穫後でそれぞれ、18～
521、0～18、0～46頭/20 g土壌の範囲で存在した。また下層の M. 
incognitaは消毒前、直後および収穫後でそれぞれ、12～577、0～7、
0～128頭/20 g土壌の範囲で存在した（表Ⅲ-6, 7）。 
 上層については M. incognita は 0頭/20 g乾土あるいは消毒前密度
と比べて 17％以下に減少した。収穫後の密度は D-D区 1ヶ所および
EtOH頭上かん水区 1ヶ所を除いて増加していた。下層については 3
ヶ所すべてが 0頭/20 g乾土になったのは D-D区のみで、それ以外の
EtOH処理区では 1ヶ所あるいは 2ヶ所から 7頭/20 g乾土以下の M. 
incognitaが検出された。収穫後には EtOH区 1ヶ所以外のサンプル
で M. incognitaが検出された。 
 Real-time PCR法とベルマン法の結果は相関関係を示さなかった





















Table Ⅲ-6. Density of Meloidogyne incognita in surface soils measured 
with the Baermann method before and after soil disinfection and after 
harvesting 
 Density of Meloidogyne incognita (J2/20g dry soil) 
  Before disinfection 
After 
disinfection After harvesting 
D-D区 148 1 0 
 28 0 37   66 0 1 
EtOH頭上かん水区 64 0 35 
 232 0 3   276 0 0 
EtOH減量区 19 0 4 
 521 0 9   120 3 7 
EtOH区 18 0 46 
 105 18 37   432 0 39 
















Table Ⅲ-7. Density of Meloidogyne incognita in subsurface soils measured 
with the Baermann method before and after soil disinfection and after 
harvesting 
 Density of Meloidogyne incognita (J2/20g dry soil) 
  Before disinfection 
After 
disinfection After harvesting 
D-D区 24 0 99 
 55 0 128   261 0 17 
EtOH頭上かん水区 53 0 102 
 577 2 2   32 1 3 
EtOH減量区 195 1 4 
 137 0 76   75 7 14 
EtOH区 44 0 0 
 377 2 28   12 0 2 





















































No. of M. incognita estimated by the Baermann method 
Fig. Ⅲ-5. Correlation between the number of Meloidogyne incognita 
(J2eq/20 g soil) estimated by the Baermann method and by real-time 
PCR method. J2 means a second juvenile. Al data (A) and macrograph 
(B) of the gray area in Fig. Ⅲ-5A. 
































































土壌に化学肥料（N:P:K=5:5:5）を 1 g/kg 土壌となるようによく混合












ネコブ指数 = [Σ(各被害度の株数 × 被害度) / (全株数 × 4 )] × 100 
 
 














 幼苗検定のネコブ指数と real-time PCR法およびベルマン法で求め
た M. incognita 密度を図Ⅲ-8, 9に示す。 




みられた（r² = 0.4586, P < 0.001）（図Ⅲ-8）。ネコブ指数 20以上を深
刻な被害と設定すると、M. incognita が 48頭/20 g乾土以上存在する




みられなかった（P > 0.1）（表Ⅲ-9）。 





























Table Ⅲ-8. Gall index of cucumber seedling assay using surface soils 
collected after disinfection and hervesting. 
 After disinfection After hervesting 
  Rate of damage seedling (％) Gall index 
Rate of damage 
seedling (％) Gall index 
D-D区 
0 0 31 8 
0 0 8 2 
0 0 0 0 
EtOH頭上
かん水区 
0 0 100 48 
0 0 38 16 
0 0 25 6 
EtOH減量
区 
0 0 6 2 
0 0 6 2 
0 0 0 0 
EtOH区 
0 0 85 27 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
75 
 
Table Ⅲ-9. Gall index of cucumber seedling assay using subsurface soils 
collected after disinfection and hervesting. 
 After disinfection After disinfection 
  Rate of damage seedling (％) Gall index 
Rate of damage 
seedling (％) Gall index 
D-D区 
67 17 100 57 
33 8 0 0 
100 67 0 0 
EtOH頭上
かん水区 
100 50 100 61 
100 46 100 48 
100 75 100 53 
EtOH減量
区 
67 25 50 19 
0 0 6 2 
17 4 100 53 
EtOH区 
100 50 100 50 
33 8 0 0 
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Fig. Ⅲ-7. The gal indices of the seedling assay. Surface soil after 
disinfection(A), surface soil at harvest (B), subsurface soil after 
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y = 0.097x + 15.51 












Initial populations of Meloydogyne incognita（J2/20 g soil） 
Fig. Ⅲ-9. Relationship between the gal indices in the seedling assay 
and the initial populations of Meloydogyne incognita with the 














A                B 
y = 0.085x + 8.630 












Initial populations of Meloydogyne incognita（J2eq/20 g soil） 
Fig. Ⅲ-8. Relationship between the gal indices in the seedling assay and 
the initial populations of Meloydogyne incognita with the real-time PCR 












A                B 
Real-time PCR 














 全 12サンプルのうち、EtOH頭上かん水区のみ、3ヶ所中 2ヶ所の
株からネコブ被害がみられた（ネコブ指数 5～50）（表Ⅲ-10）。ネコブ
指数 5および 50を示した地点の消毒直後の real-time PCR法で求め
た M. incognita密度は上層 0頭および 13頭/20 g乾土、下層 159頭お
よび 138頭/20 g乾土であった。収穫後はそれぞれ上層 159頭、4頭/20 
g乾土、下層 753頭、293頭/20 g乾土であった（表Ⅲ-3, 4）。また幼
苗検定の結果は消毒直後の上層がどちらも 0、下層が 50および 75、




いた M. incognita が上層に移動してきた可能性が考えられる。土壌サ
ンプリングの深さについて、Perry et al. (2009)は 30 cmまたはそれ












Table Ⅲ-10. Gall index of tomato cultivated in the green houses. 
  Rate of damage seedling (％) Gall index 
D-D区 0 0 
 0 0   0 0 
EtOH頭上かん水区 100 50 
 0 0   20 5 
EtOH減量区 0 0 
 0 0   0 0 
EtOH区 0 0 









 M. incognitaの密度測定は DNA抽出と real-time PCRを組み合わ
せた real-time PCR法とベルマン法の 2通りの手法で行った。その結
果、real-time PCR法で M. incognita が検出されなかった 13サンプ
ルのうち、幼苗検定でネコブ指数（最大 2）を示したのは 2サンプル
であったが（図Ⅲ-8）、一方ベルマン法で M. incognita が検出されな
かった 19サンプルのうち、8サンプルでは幼苗検定でネコブ指数（最
大 67）がみられた（図Ⅲ-9）。M. incognita 密度と幼苗検定のネコブ
指数の間には強い相関関係がみられたのは real-time PCR法のみであ




























間 6万 t以上生産されており、群馬県が全国の栽培面積の約 80％を占
















































 2013年に群馬県コンニャク圃場から消毒前に表層 0－30 cmの土壌
を採取した。5 mmの篩にかけた後、実験まで 4℃で保管した。以下、
この土壌を 2013FB（F圃場消毒前）土壌とする。 
2013FB土壌 30 gを 50 mL容ポリビンに充填し、MS は慣行量（有
効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 200％（20 µL/30 g土壌）およ
びその 1/10にあたる 20％（2 µL/30 g土壌）、CPは慣行量（有効成分
80％のドロクロ：30 L/10a）の 125％（6 µL/30 g土壌）およびその
1/10にあたる 13％（0.6 µL/30 g土壌）を添加した（表Ⅳ-1）。CPは
三井東圧クロールピクリン 99.5％（三井化学）を、MS はキルパー液






である。ポリビンは薬剤ごとに 6連で用意し、そのうち 3つを 25℃暗
所の恒温器内で 1日くん蒸し、残りの 3つは同じ恒温器内で 7日間く
ん蒸した。くん蒸後に野外でフタをあけ、小型扇風機の前にフタを開
けたまま 30分静置して換気した。換気後、土壌 10 gを呼吸活性測定
に、土壌 3 gを ATP含量の測定に使用した。呼吸活性はくん蒸 1日間
のサンプルについては開封 0日目～7日目および 1ヶ月後、くん蒸 7
日間のサンプルについては開封 0、1、2、4日目および 1ヶ月後、ATP
含量は両培養期間とも開封 1日目および 1ヶ月後に測定した。 
 呼吸活性は土壌 10 gを 30 mL容バイアル瓶に充填してブチルゴ
ム栓でフタをし、中の空気を 0.5 mLシリンジでとってガスクロマト
グラフィー（GC-8A、SHIMADZU）で CO2濃度を測定した。バイア
ル瓶を 25℃で 4時間培養後に再度、中の空気を 0.5 mLシリンジでと
って CO2濃度を測定して 0時間目との差から呼吸速度を求めた（1連）。 
ATP含量の測定は ATP含量測定キット、ルシフェール 250（キッコ
ーマン）を用いて浦嶋ら（2007）の手法で行った。土壌 3 gと 0.01M
リン酸緩衝液（pH7.0）300 mLを 500 mL容ポリビンに充填して、5
分間振とう機で振とうした（120 r/min）（1連）。小試験管に懸濁液 1 mL
と ATP消去試薬 0.1 mLを添加して撹拌後、30℃の恒温器内で 30分
静置した。静置後、溶液 0.1 mLを測定用チューブに添加して ATP抽
出試薬 0.1 mLと混合、20秒後に発光試薬 0.1 mLを添加してただち
にルミノメーター（ルミテスターC－100, キッコーマン）で発光量
RLU値（relative light unit）を測定した（1連）。検量線には 8 nmol 
ATP標準試薬（キッコーマン）を段階希釈したもの（2×10-11, 8×10-11, 

















(µL/30 g soil) 
Addition 
(µL/30 g soil) 
Ratio of addition 
to commonly used 
(%) 
Control    0 0 
MS66.3% 30% 10 20 200 MS6.6% 2 20 













CP125％区が示した山型の呼吸活性の推移は Naganawa et al. 
(1990)も報告している。すなわち、CPを 18.5 µL/100 g土壌に添加し
て 3日間土壌をくん蒸した場合に、開封 1日目までに呼吸活性が最小
値を示し、その後 2日目までに最大値を迎えることを明らかにした。
18.5 µL/100 g土壌という CPの添加量は CP125％区（20 µL/100 g土










MS 処理土壌における有効成分 MITC の発生と消失について、
Triky-Dotan et al. (2007)は 34土壌を調査した結果、密閉系では砂の
割合が低いほど、添加後 152時間までの積算 MITC濃度の値は低くな
ることを明らかにした。60 µL/g 乾土添加した MS（有効成分 37％）




なかったため、くん蒸 7日間（168時間）までの間に MITC の発生と
消失が終わっていたと考えられる。また、くん蒸 1日間（24時間）で
はまだ MITC に分解されていない MS が土壌中に残存しており、開
封・換気をしてもその後フタを閉めることで再度 MITC がポリビンの
中に発生したと考えられる。CP については、Triky-Dotan & Ajwa 
(2013)が CPを 100 mg/kg 土壌添加した場合に、密閉系では添加後 24
時間で CP濃度は初期値の 20～60％に減少すると報告している。また、
Qin et al. (2016)の研究では CPを 100 mg/kg 土壌に添加した場合、1
日間培養後に CPの濃度は添加量の約 60％に減少した。よって、くん




 ATP含量については、無処理区において開封後 1ヶ月の値が開封 0
日目の約半分になった（図Ⅳ-3）。よって何も処理せずとも、ポリビン
の中で培養するだけで ATP含量は減少することが示唆された。Ross et 




は Ross et al. (1980)が報告した土壌と同様の性質を持っていたと考え
られる。 
くん蒸 1日間の場合、開封 0日目の ATP含量は無処理区と比べて、
86 
 
MS200%区で 48％、CP125％区で 8％に減少し、開封 1ヶ月後ではそ











 予備実験の当初の目的はくん蒸後の呼吸活性および ATP 含量の最
大値と最小値を薬剤間で比較することであった。しかし、Naganawa et 





























Fig. Ⅳ-1. Dynamics of soil respiration in 2013FB soil fumigated for 
















































Fig. Ⅳ-2. Dynamics of soil respiration in 2013FB soil fumigated for 




































Fig. Ⅳ-3. Dynamics of ATP 
content in 2013FB soil fumigated 


































Fig. Ⅳ-4. Dynamics of ATP 
content in 2013FB soil fumigated 











 2014TBC土壌 30 g（滅菌蒸留水を添加して最大容水量の 60％の水
分含有量に調節したもの）を 50 mL容ポリビンに充填した。ポリビン
を 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、くん蒸剤を添加した。くん
蒸剤は慣行量（有効成分 80％のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％
のキルパー：50 L/10a）の 50％（MS：5.0 µL/30 g土壌、CP：2.4 µL/30 
g土壌）を添加した。ポリビンを 30℃の恒温器内で 1日間、3日間、7
日間くん蒸後に開封してポリ袋に土壌を移し、1時間ドラフト内で換






























500 mL容ポリビンに充填した。ポリビンを 30℃の恒温器で 1日間前
培養した後に、慣行量（有効成分 80％のドロクロ：30 L/10a、有効成








































Fig. Ⅳ-5. ATP content in 2014TBC soil fumigated for 1, 
3 and 7 days with MS and CP in sealed bottle. Diferent 
alphabets mean significantly differences among the 




Table Ⅳ -2. Design of an experiment to decide an appropriate 
concentration of fumigant using 2014TBC soil. 
Fumigant Dosage of fumigant (µL/300 g soil)  
(Concentration of ones commonly used)   
Control 12.5％ 25％ 50％ 100％ 
MS 0 12.5 25.0 50.0 100.0 CP 6.0 12.0 24.0 48.0 
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Table Ⅳ-3. Items of an experiment to decide an appropriate concentration 














After unsealing 〇 － 〇 〇 
1 week later 〇 〇 － － 
2 weeks later 〇 〇 〇 〇 




トルあたり 2連で土壌 19.8～20.2 gから線虫を抽出して、実体顕微鏡
下で頭数を計測した。1ボトルあたりの 2連は混ぜて計測した。 
一般糸状菌密度および一般細菌密度は希釈平板法で求めた。希釈平
板法は土壌 10 gを 200 mL三角フラスコに入れて滅菌生理食塩水
（0.9%NaCl）90 mLを加えて超音波洗浄機で 2分間処理して、これ
を 10-1希釈液とした（1連）。懸濁液 100 µLを取って滅菌生理食塩水
900 µLに懸濁して 10-2希釈液を作成した。同様の操作を繰り返して段
階希釈液を作成し、ローズベンガル培地（Martin, 1950）と 1/100普
通ブイヨン培地（Eiken Chemical Co., Ltd.）に 100 µLを塗布した（2





 ATP含量については、開封直後に MS 区で無処理区の 44～90％に、
CP区で 6～21％に減少した。開封後の ATP含量の回復程度は、MS
区では開封 1週間後でほぼ頭打ちになっていたが、CP25％区～100％
区では 2週間後まで ATP含量が増加した（図Ⅳ-6）。 




















MS 処理土壌および CP処理土壌において、慣行量の 12.5％と 25％
を添加した場合、および 50％と 100％を添加した場合はそれぞれ開封
直後の ATP含量に有意差がみられなかった。そのため、以下の試験に
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Fig.Ⅳ-6. ATP content in 2014 TBC soil treated with diferent 
concentrations of fumigants. Figures are ratios of ATP to the 
control. Different alphabets mean significant differences among the 







































Fig. Ⅳ-7. Soil respiration in 2014TBC soil treated with 


















































Fig.Ⅳ-8. Desity of culturable fungi 
in 2014TBC soil treated with 




Table Ⅳ-4. Density of free-living nematodes (individuals/20 g soil) in 
2014 TBC soil treated with different concentrations of fumigants. 
 Period of incubation after fumigation   After unsealing 2 weeks later 4 weeks later 
Control 126 91 86 
MS12.5% 0.5 0 0 
MS25% 0.0 0 0 
MS25% 0.0 1 1 
MS100% 0.0 0 0 
CP12.5％ 0.3 0 0 
CP25% 0.0 0 0 
CP50% 0.0 0 0 






































Fig.Ⅳ-9. Desity of culturable 
bacteria in 2014TBC soil 
treated with diferent 













11月にスコップで表層 0－15 cmの土壌を採取した。5 mmの篩にか
けた後、室温で実験まで保管した。以下、この土壌を 2015THC土壌
（T圃場収穫後無処理区）とする。 
2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％
のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 25％
および 100％に当たるくん蒸剤（MS：12.5 µL/150 g、50 µL/150 g、










 ATP含量については、MS区で無処理区の 40～104％、CP区で 8～
19％になった。MS25％区の値（104％）は無処理区と比べて有意差が
みられなかった（P=0.4）（図Ⅳ-11）。 
 呼吸活性について、開封直後から 7日目までの CO2発生量を時間当
たりに換算した値は、MS 区より CP区の方が高い傾向にあったが、有
意差はみられなかった（P=0.08）（図Ⅳ-12）。 




般糸状菌と同じく MS 区より CP区の方が密度が低かったが、25％処















































FigⅣ-11. ATP content in 
2015THC soil treated with 
diferent concentration s of 
fumigants. Figures are ratios of 
ATP to the control. Different 

































Fig. Ⅳ-12. Soil respiration for 7 
days in 2015THC soil treated with 


















































Fig. Ⅳ-13. Desity of culturable 
fungi in 2015THC soil treated 


























Fig. Ⅳ-14. Desity of culturable 
bacteria in 2015THC soil 
treated with diferent 




分 80％のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）
の 100％に当たるくん蒸剤（MS：8.4 µL/25 g土壌、CP：4.0 µL/25 g




Table Ⅳ-5. Design of an experiment to decide an appropriate moisuture 
conditionof soil during fumigation. 
Soil moisture (% of Maximum 
water holding capacity) 
Moisture contents 
（%） MS100% CP100% 
40% 18.1% 8.4 µL/25 g 
soil 
4 µL/25 g 









































Fig.Ⅳ-15. ATP content in 2015THC soil which was 
adjusted diferent conditions of soil moisture and treated 
with fumigants. MC means ratio of moisture content to 











2016年に群馬県のコンニャク圃場 F、T圃場の MS 区および CP区




 各土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の水分含有
量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリビンを 30℃
の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％のドロクロ：
30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 25％および 100％
に当たるくん蒸剤（MS：12.5 µL/150 g、50 µL/150 g、CP：6 µL/150 
g、24 µL/150 g）を添加した。無処理区には何も加えなかった（各処
理 2連）。30℃の恒温器内で 3日間くん蒸後に開封してポリ袋に土壌




養したあとに、FMSおよび FCP土壌では希釈平板法および生土 0.5 g
からの DNA抽出を行った（2連）。生土からの DNA抽出は、黒ボク










全 DNA量の測定には Qubit（Qubit®2.0 フルオロメーター、Life 
technologies）の dsDNA BR Assay Kitを用いた。キットの Bufferと
Reagentを 199:1の割合で混合し、専用の測定チューブに混合 Buffer 
180 µLを充填し、抽出 DNAを 20 µL添加した。添加後ボルテックス
を行い、2分室温で静置後に Qubitで測定した。検量線は付属の試薬
を混合 Buffer 190 µLに対して試薬 10 µL添加して同様に測定した。
得られた抽出 DNA液中の DNA濃度を DNA抽出過程の液量ロスから
計算した抽出効率（0.44）で割り、さらに生土 0.5 gあたりの乾土量
で割って、乾土 1 gあたりの DNA量を求めた。 
糸状菌と細菌の遺伝子コピー数は real-time PCRで求めた。テンプ
レートには抽出した DNAを滅菌蒸留水で 10倍希釈したものを用いた。
Real-time PCRは、糸状菌についてはプライマーIts1f（5’-TCC GTA 
GGT GAA CCT GCG G-3’）（White et al., 1990）および 5.8S（5’-CGC 
TGC GTT CTT CAT CG-3’）（Vilgalys & Hester, 1990）（以下、UFP
プライマー）を用いて、95℃10秒、（95℃5秒、60℃20秒）×40サイ
クル）の条件で、細菌についてはプライマーEub338（5’-ACT CCT ACG 
GGA GGC AGC AG -3’）（Lana, 1991）および Eub518（5’-ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3’）（Muyzer et al., 1993）（以下、UBPプライマ
ー）を用いて、94℃15分、（94℃30秒、53℃30秒、72℃30秒）×40
サイクル）の条件で real-time PCRを行って Ct値を求めた。既存の
Ct値（y）と Log10（遺伝子コピー数/µL）（x）の検量線（沢田ら、未
発 表 ） を 用 い て 換 算 し た 。 す な わ ち 、 糸 状 菌 に つ い て は
y=-3.454x+40.143、細菌については y=-3.7126x+37.861の関係式を用
いて 10倍希釈サンプル中の Log10（遺伝子コピー数/µL）を求めた。
この 10 µL中の遺伝子コピー数を 10倍したものを、抽出効率（0.44）










び TMS土壌では MS区の方が CP区より糸状菌密度が高い傾向にあっ
たが、一方で FCP土壌および TCP土壌では CP区の方が MS 区より
糸状菌密度が高かった（P<0.01）。K1土壌および K2土壌ではどちら
も CP区の方が MS 区より糸状菌密度が高かった（P<0.05）。この傾向
の違いは、薬剤使用歴の違いによるものと思われる。F圃場および T
















 2週間培養後に F圃場の土壌から DNAを抽出した結果、DNA量は
FMS土壌、FCP土壌ともに MS 区の方が CP区よりも高い傾向にあっ
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Fig.Ⅳ-16. ATP content in three fields' soils treated with diferent 
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Fig. Ⅳ-18.  Desity of culturable 
bacteria in three fields' soils 
treated with diferent 
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Fig. Ⅳ-17.  Desity of culturable 
fungi in three fields' soils treated 
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Fig.Ⅳ-19. Amount of DNA in FMS 
and FCP soils treated with diferent 
concentrations of fumigants and 






























Fig. Ⅳ-20. Number of gene copy 
amplified by UFP primer set in FMS 
and FCP soils treated with diferent 
concentrations of fumigants and 

































Fig.Ⅳ-21. Number of gene copy 
amplified by UBP primer set in FMS 
and FCP soils treated with diferent 
concentrations of fumigants and 
incubated for 2 weeks 
F field 
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Fig. Ⅳ-22.  Desity of culturable 
fungi in FMS and FCP soils treated 
with diferent concentrations of 
fumigants and incubated for 2 
weeks. 
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Fig. Ⅳ-23.  Desity of culturable 
fungi in FMS and FCP soils 
treated with diferent 
concentrations of fumigants and 
incubated for 2 weeks. 
















y = 123.64x - 6.0005 




















Fig. Ⅳ-24. Relationship between 
ATP content and density of 
carutuable fungi in soil treated 
with MS. 
y = 276.76x + 8.448 
















CP-ATP Fig. Ⅳ-26. Relationship between 
ATP content and density of 
carutuable fungi in soil treated 
with CP. 
y = 69.645x + 11.013 


















Fig. Ⅳ-25. Relationship between 
ATP content and density of 
carutuable bacteria in soil treated 
with MS. 
y = 167.82x + 6.6494 



















Fig. Ⅳ-27. Relationship between 
ATP content and density of 




Table Ⅳ-6. Density of free-living nematode in soil fumigated with 
MS and CP in sealed bottole. 
 F field   T field   K field     F-MS F-CP T-MS T-CP K-1 K-2 
Control 194 76 141 875 129 671 
MS25% 0 0 0 0 0 0 
MS100% 0 0 0 0 0 0 
CP25% 1 0 1 15 0 0 















2015THC土壌 200 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％










（Lan-Ping et al., 1995））に添加して 3日間培養した。キュウリ（夏
ばやし、タキイ種苗）の表面の農薬を流水でもみ洗いして取り除いた





土壌 25 g（乾土 20 g相当）をアグリポット（直径 6.5 cm）に充填
して催芽処理から 3日間たったキュウリをポットあたり 3粒定植した。






























2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％
のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 25%
および 100％に当たるくん蒸剤（MS：12.5µL/150 g土壌、50 µL/150 




土壌 26 g（乾土 20 g相当）をアグリポット（直径 6.5 cm）に充填
して催芽処理から 3日間たったキュウリ（夏ばやし、タキイ種苗）を


















Fig. Ⅳ-28. AUDPC of Pythium aphanidermatum in soils 
having diferent misture contents. MC means a ratio of soil 








 MS100％区を除いて P. aphanidermatumの接種量が増える毎に
AUPDCも大きくなった（図Ⅳ-29）。P. aphanidermatum無接種区で
は発病しなかった。P. aphanidermatumを 9粒接種した場合は全ての



























2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％
のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 100％
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Fig. Ⅳ-29. AUDPC of Pythium aphanidermatum in soils treated 







 培養期間の違いによる ATP含量の差は、無処理区および MS100%
区ではみられなかった（P＝0.72、P=0.32）。CP100%区では開封直後
の土壌の方が 3、7日目の土壌よりも有意に ATP 含量が低かった
（P<0.05）（図Ⅳ-30）。 























2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％































Fig. Ⅳ-30. ATP content in soils treated with fumigants 
and incubated for 0 to 7 days. Different alphabets mean 
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Fig.Ⅳ-31. AUDPC of Pythium aphanidermatum in soils 
treated with fumigants and incubated for 0 to 7 days. 
113 
 











 P. aphanidermatum 無 接 種 区 で は 発 病 し な か っ た 。 P. 
aphanidermatumを 1粒接種した場合は処理区間の AUPDCに有意差
はみられなかった（図Ⅳ-32）。P. aphanidermatumを 3粒接種した場
合は MS25%区と CP25%区の AUPDC の間に有意差はなく、また
MS100%区と CP100%区の間にも有意差はみられなかった。一方、P. 
aphanidermatumを 9粒接種した場合は MS100%区と CP100%区の間

















2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％
のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 25％
および 100％に当たるくん蒸剤（MS：12.5µL/150 g土壌、50 µL/150 
g土壌、CP：6µL/150 g土壌、24 µL/150 g土壌）を添加した。無処理
区には何も加えなかった（各処理 3連）。30℃の恒温器内で 3日間く
ん蒸後に開封してポリ袋に土壌を移し、1時間換気した。 
換気後、土壌 6.5 g（乾土 5 g相当）を直径 6 cmのガラスシャーレ













MS CP MS CP MS CP MS CP MS CP MS CP
0% 25% 100% 0% 25% 100% 0% 25% 100%







Fig. Ⅳ-32. AUDPC of Pythium aphanidermatum in soils treated 
with different concentration of fumigants. Different alphabets mean 



















の CPの Ct値が予想に反して MS より高かったことから、土壌では
CPの有効成分がまだ残留していた可能性が示唆された。キュウリを用




一方で、無処理区の P. aphanidermatumの Ct値が 2回の実験の間













2015THC土壌 150 g（脱イオン水を添加して最大容水量の 60％の
水分含有量に調節したもの）を 500 mL容ポリビンに充填した。ポリ
ビンを 30℃の恒温器で 1日間前培養した後に、慣行量（有効成分 80％
のドロクロ：30 L/10a、有効成分 30％のキルパー：50 L/10a）の 25％
に当たる MS（MS：12.5 µL/150 g土壌）を添加した。30℃の恒温器
内で 3日間くん蒸後に開封してポリ袋に土壌を移し、1時間換気した。 
上記の方法でくん蒸した土壌および無処理の 2015THC土壌を用い
て希釈平板法を行った。土壌 10 gを 200 mL三角フラスコに入れて滅
菌生理食塩水（0.9％NaCl）90 mLを加えて超音波洗浄機で 2分間処
理して、これを 10-1希釈液とした（1連）。懸濁液 100 µLを取って滅

























Fig.Ⅳ-33. Ct values of Pythium aphanidermatum in fumigated 
soils. P. aphanidermatum was inoculated into soil after 
fumigation and incubated for 1 week.Different alphabets mean 



















 糸状菌は 20 菌株、細菌は 160 菌株分離した。そのうち P. 
aphanidermatumに対して弱い拮抗能を示した菌は、無処理土壌で糸

















土壌の採取は 2回目消毒前（2013年 4月 24日）、1回目消毒直後（4
118 
 
月 24日）、1ヶ月後（5月 15日）、4ヶ月後（8月 10日）、6ヶ月後（10
月 11日）、10ヶ月後（2014年 2月 13日）および翌年の消毒前（2014
年 4月 10日）に採取した。なお、10ヶ月後の T圃場のサンプルは雪
の影響により採取することが出来なかった。 
 圃場の土壌消毒は 4月 10日から 4月 23日および 4月 23日から 5
月 15日にかけて行われた（図Ⅳ-34）。F圃場、T圃場それぞれ圃場を
半分にわけ、片方には MS（商品名：キルパー、有効成分 30％）を 50 
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Fig.Ⅳ-35. Dynamics of ATP content in soils fumigated with MS and CP 















 2014年は群馬県コンニャク圃場 F、T圃場において ATP含量およ




土壌から DNAを抽出して real－time PCRを用いて病害虫および糸状
菌、細菌のバイオマスを測定した。 
土壌の採取は消毒前（2014年 4月 10日）、消毒直後（4月 22日）、
1ヶ月後（5月 23日）、5ヶ月後（9月 7日）および翌年の消毒前（2015




の手法で行った。土壌は乾土 0.5 gを用いた。抽出した DNAを滅菌蒸
留水で 10倍希釈したものを real-time PCRに用いた。Real-time PCR
は、Meloidogyne spp.についてはプライマーRKNf（5’- GCT GGT GTC 
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Fig.Ⅳ-36. Dynamics of soil respiration in soils fumigated with MS and CP 










CCA CCG ATA AG-3’）（Toyota et al., 2008）を、P. aristosporumに
ついてはプライマーAsPyF（5’-CTG TTC TTT CCT TGA GGT G-3’）
および AsARRR（5’-CGT CCA AGA GCA ATA ACC ACT C-3’）（Asano 
et al., 2010）を、P. myriotylumについてはプライマーAsPyF（Asano 
et al., 2010）および kkMYRR（5’-GGA GCC GAA ACT CTC ACA AGA 
C-3’）（Ishiguro et al., 2013）を用いた。P. aristosporumを検出する
プライマーは P. arrhenomanes特異プライマーとして設計されたもの




















MS CP MS CP
























Fig.Ⅳ-37. Dynamics of ATP content in soils fumigated with MS and 
CP in konjac fields in Gunma in 2014. 
Before fumigation (2014/4/10)






 2014年の圃場における病害虫の密度測定を real-time PCRを用いて
行った（表Ⅳ-7）。その結果、P. aristosporumが消毒前の 7プロット
から、消毒 1ヶ月後の 3プロットから検出された。検出された密度は、
消毒前の P. aristosporumの密度を 100％とすると、F-CP処理区で 9％
以下、T-MSsyoriku で 120％、T-CP処理区で 257％であった。消毒 5
ヶ月後に P. aristosporumが検出されたプロットはなかった。また、
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Fig. Ⅳ-38. Dynamics of density of free-living nematodes in soils 
fumigated with MS and CP in conjak fields in 2014. 
Before fumigation (2014/4/10)
After fumigation (4/22)
1 month later (5/23)




Table Ⅳ-7. Ct valus of Pythium aristosporum in soil collected from fields 
before and after fumigation in 2014. 
Field Treatment Plot No. 
Before fumiagtion 1 month later 5 months later 




1 ND  ND ND ND ND 2 ND  ND ND ND ND 3 ND   ND ND ND ND 
CP 
1 33.0 100% ND <1% ND <1% 
2 32.1 100% ND <1% ND <1% 




1 ND  ND ND ND ND 2 32.1 100% ND <1% ND <1% 
3 33.9 100% 33.7 120% ND <13% 
CP 
1 ND  ND ND ND ND 2 31.3 100% 29.9 257% ND <1% 
3 33.0 100% 34.0 <1% ND <1% 











るとともに、土壌から DNAを抽出して real－time PCRを用いて病害
虫および糸状菌、細菌のバイオマスを測定した。 
 土壌採取は消毒前（F：4月 6日、T：4月 6日、D：3月 28日、S：
4月 2日、A：4月 24日）（S圃場のみ、2回目の消毒前に採取）およ





月 6日～4月 20日、T：4月 14日～5月 2日、D：3月 28日～4月 13
日、S：3月 24日～4月 8日、A：4月 24日～5月 8日）に行った。 
土壌 DNA抽出後、糸状菌についてはプライマーITS1f（5’-TCC GTA 
GGT GAA CCT GCG G-3’）（White wt al., 1990）および 5.8S（5’-CGC 
TGC GTT CTT CAT CG-3’）（Vilgalys & Hester, 1990）（以下、UFP
プライマー）を用いて、RKN 条件（95℃10秒、（95℃5秒、60℃20
秒（0.2℃/秒））× 45 サイクル）で、細菌についてはプライマーEub338
（5’-ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG -3’）（Lana, 1991）および
Eub518（5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’）（Muyzer wt al., 1993）
（以下、UBPプライマー）を用いて、RKN条件（95℃10秒、（95℃5








含量は消毒前の 43～82％に減少した。消毒前の時点で MS区と CP区
には ATP含量に違いがみられたが、有意な差がみられたのは A圃場の
みであった（P<0.05）。消毒後には A圃場を除いて MS 区の方が CP
区より ATP含量が高い傾向にあり、5圃場中 F、D、S圃場では有意
な差がみられた（P<0.05、P<0.01、P<0.05）。ATP含量の減少率を表
Ⅳ-8に示す。F圃場を除いた 4圃場で CP区の方が MS 区より ATP含
量の減少率が高い傾向にあった。 
 A圃場の消毒 1ヶ月後の ATP含量が MS区と CP区で差がなかった
理由は、消毒前の CP区の ATP含量が MS区よりも有意に高かったこ
とが影響したと考えられる。逆に F圃場の ATP減少率が CP区より







Table Ⅳ-8. Dynamics of ATP content in soil fumigated with MS and CP in 
konjac fields in Gunma in 2015 (mg/kg dry soil). 
 F field T field D field   Before   After   Before   After   Before   After   
MS 0.38  0.17 * 0.23  0.16  0.21  0.17 ** CP 0.20   0.12 0.29   0.15   0.22   0.13 
                          
 S field A field    Before   After   Before   After         MS 0.23  0.18 * 0.12 * 0.09      CP 0.26   0.12 0.20 0.09         Before means before fumigation. After means one month after fumigation. 
* and ** mean significantly differences between MS and CP  (P<0.05, 
P<0.01, respectively). 
 
Table Ⅳ-9. Decreasing rate of ATP content in soil 5 konjac fields in Gunma in 
2015 (%). 
  F field T field D field S field A field 
MS 56 31 18 20 22 
CP 41 48 40 54 57 
 
 2015年の圃場における自活性線虫密度は、消毒前の時点で MS 区と










Table Ⅳ-10. Dynamics of density of free-living nematodes and decreasing rate 
in soil treated with MS and CP in konjac fields in Gunma in 2015 
(individuals/20 g soil) 
 F field T field D field   Before After % Before After % Before After % 
MS 440 161 63% 462 113 76% 1282 68 95% 
CP 572 35 94% 723 238 67% 1850 82 96% 
                 
 S field A field      Before After % Before After %    MS 221 189 15% 144 20 86%    CP 272 185 32% 87 13 85%    Before means before fumigation. After means one month after fumigation. 
 
 P. aristosporumは 5圃場中 D圃場でのみ消毒前の全プロットから
検出された（表Ⅳ-11）。消毒 1ヶ月後では MS 区の 1プロットおよび
CP区の 3プロットでは P. aristosporumは検出されなくなった。残る
MS 区の 2プロットでは、消毒前の密度を 100とすると、相対密度は
19～31に減少していたが、検出限界以下の値にはならなかった。 
P. myriotylumは 5圃場中 3圃場で消毒前に検出されたが、消毒 1
ヶ月後にはすべてのプロットで検出限界以下の密度になった（表Ⅳ
-12）。 













Table Ⅳ-11. Ct values of Pythium aristosporum in soil collected from 
konjac fields before and after fumigation in 2015. 
   Before fumigation 1 month later Field Treatment Plot No. Ct (%) Ct (%) 
D field 
MS 
1 31.0 100% 32.7 31 
2 31.1 100% 33.5 19 
3 31.2 100% ND <1% 
CP 
1 30.3 100% ND <1% 
2 29.0 100% ND <1% 
3 30.7 100% ND <1% 
























Table Ⅳ-12. Ct values of Pythium myriotylum in soil collected from konjac 
fields before and after fumigation in 2015. 






2 ND <1% 




ND  2 ND  3 ND   
D field 
MS 
1 32.8 100% ND <1% 
2 33.6 100% ND <1% 
3 33.6 100% ND <1% 
CP 
1 33.8 100% ND <1% 
2 33.1 100% ND <1% 
3 32.2 100% ND <1% 
A field 
MS 
1 32.9 100% ND <1% 
2 32.6 100% ND <1% 
3 ND   ND   
CP 
1 ND  ND  2 ND  ND  3 ND   ND   
ND means undertermined or ct valus was more than 36 
 
 糸状菌の消毒 1ヶ月後の相対密度は S圃場 MS 区を除いて消毒前よ
りも密度が低かった（表Ⅳ-13）。T圃場では消毒 1ヶ月後に MS 区が
CP区の約 1/9に、S圃場では CP区が MS 区の約 1/2になったが、5
圃場で薬剤間の一貫した傾向はみられなかった。 
 細菌の消毒 1ヶ月後の相対密度は D圃場 MS区を除いて消毒前より
も密度が低かった（表Ⅳ-14）。F、D圃場では消毒 1ヶ月後に MS 区の






Table Ⅳ-13. Relative density of fungi in soil collected from 
konjac fields 1 month after fumigation in 2015. 
  F field T field D field S field A field 
MS 11 6 38 131 8 
CP 20 53 18 73 7 
Relative density in soil collected before fumigation was 100. 
 
Table Ⅳ-14. Relative density of bacteria in soil collected 
from konjac fields 1 month after fumigation in 2015. 
  F field T field D field S field A field 
MS 79 79 122 79 79 
CP 64 95 76 95 95 












土 壌 に 対 し て 、 抽 出 DNA 中 の ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌
（ammonia-oxidizing bacteria：AOB）のアンモニア酸化を担う遺伝
子（amoA）の測定と、土壌中の硝酸態窒素濃度の測定の 2つを行った。 
amoAの測定は real-time PCRを用いて行った。Real-time PCRは
プライマーamoA-1F（5’-GGG GTT TCT ACT GGT GGT-3’）および








数を 10倍したものを、抽出効率（0.44）で割り、さらに乾土 0.5 gで




ブに土壌 1 gを入れて、遠心機（12000 g×30秒）にかけた。土壌をい
れたチューブに蒸留水 1 mLを添加して、ビードビーティング（5000 
rpm×30秒）にかけた。ビードビーティングした土壌を遠心機（8000 
g×5分）にかけた。上澄を 2 mLチューブに移して、RQフレックスプ





 2015年に採取した 5圃場 10土壌のサンプルのうち、D圃場の土壌
















Table Ⅳ-15. Change in the abundance of amoA gene sopies of 
ammonia-oxidizing bacteria in soil collected from konjac field before and 1 
month after fumigation. 
Field Treatment Priod Ct copies/g dry soil 
D field 
MS Before 34.7 1.3×10
5 
After 34.4 1.7×105 
CP Before 36.1 0.9×10
5 
After 33.5 2.8×105 
 
 土壌中の硝酸態窒素濃度は、5圃場中 D圃場でのみ消毒前に CP区
の方が MS 区より有意に高かったが（P<0.05）、残りの 4圃場では処
理区間に有意な差はみられなかった（表Ⅳ-16）。消毒 1ヶ月後では、3
圃場（T、D、S圃場）で有意に MS 区の方が CP区より硝酸態窒素濃
度が高くなった（P<0.05）。逆に CP区の方が MS 区より濃度が高い傾
向にあったのは、A圃場のみであった。 
 
Table Ⅳ-16. Concentration of NO3- in soil collected from konjac fields 
before and 1 month after fumigation in 2015. 
  （NO3
- mg/100 g dry soil） 
    Before fumigation 1 month later 
F field MS 4.6  21.4±5.3    CP 4.7   11.0±2.8  T field MS 4.2±0.3  15.3±1.2 *   CP 4.1±0.0    8.7±2.9 
D field MS 2.7±0.4 * 30.3±6.2 * 
 CP 6.9±1.5 10.3±4.7 S field MS 6.0  19.7±2.1 *   CP 6.0   14.7±0.5 
A field MS 2.9±0.1   4.2±0.5   
  CP 3.4±0.3   6.0±1.4  






 CPと MS、あるいは MS と同じく MITC を有効成分とする農薬の土
壌伝染性病害虫に対する殺菌効果は報告例があるが（Gilreath et al., 
1994; Csinos et al., 1997）、処理量を変えて行った実験はなかったた










るように脱イオン水を添加した。Meloidogyne sp.汚染土壌は土壌 50 g
を、P. penetrans汚染土壌は土壌 120 gを 500 mL容ポリビンに充填
した。群馬県 2015THC土壌は初めに 50 gを 500 mL容ポリビンに充
填し、その上に P. aphanidermatum接種源を乗せて、接種源を覆い隠
すようにさらに土壌 50 gをポリビンに充填した。P. aphanidermatum
接種源は、P. aphanidermatum OPU854をコーンミール寒天培地上で
30℃1日培養したものを用いた。菌糸の縁際を寒天培地ごと 1000 µL














Table Ⅳ-17. Design of experiments to reveal efficacy of fumigants 


















 Control 0 0 0 
50 MS25% MS100% 
4.2 10 8.3 
16.7 40 33.3 
30 CP25% CP100% 
2.0 4.8 4.0 
8.0 19.2 16.0 
a Concentrations of active ingredient of MS and CP are 30% and 80%, 
respectively. 





 Meloidogyne sp.汚染土壌および P. penetrans汚染土壌の無処理区
の植物寄生性線虫の密度はそれぞれ 51頭/20 g土壌、38頭/20 g土壌
であった（表Ⅳ-18）。Meloidogyne sp.はいずれの薬剤、濃度処理区で
も検出されなくなったが、P. penetransは CP25%区で 1頭/20 g土壌
検出された。この P. penetransの生残率は無処理区に比べて 1.3%と
低かったが、汚染密度が高い土壌、例えば 200頭/20 g土壌の P. 
penetransがいる土壌では 2.6頭/20 g土壌が生き残る計算になる。











も影響していると思われる。過去の研究では、Csinos et al. (1997)が
MS と CPを用いて Meloidogyne sp.汚染土壌を消毒しており、いずれ






Table Ⅳ-18. Densities of plant parasitic nematodes in soils treated with 
different concentrations of fumigants using sealed botteles. 
  
Density of plant parasitic nematodes 
(individuals/20 g fresh soil) 
    Meloidogyne sp. Pratylenchus penetrans 
Control 0% 51 (100%) 38 (100%) 
MS 25% 0 (0%) 0 (0%) 
  100% 0 (0%) 0 (0%) 
CP 25% 0 (0%) 1 (1.3%) 
  100% 0 (0%) -   






Csinos et al. (1997)は土壌中の Pythium spp.の密度を消毒後に測定し
ており、その結果、無処理区では 21 CFU（Colony forming unit）/g 土
壌いた Pythium spp.が MS処理区では検出されなくなったのに対して、













よび 2016年に採取した 3圃場 6土壌において、くん蒸直後の微生物
バイオマスは MS区の方が CP区よりも高いという傾向がみられた（図







養出来ない菌が CP処理区より MS 処理区で多く生き残った可能性が
あると考えられる。 
 微生物バイオマスの圃場試験における傾向は、くん蒸 1ヶ月後では
のべ 9圃場のうち 6圃場で MS区の方が CP区よりも ATP含量が高か
った（図Ⅳ-35、37、表Ⅳ-8）。この傾向は室内くん蒸試験の傾向と一






 Pythium spp.の生残性については、室内くん蒸試験では MS、CPと
もに P.aphanidermatumの菌糸体を殺菌した。しかし、圃場試験にお











































































penetransのダイコンに対する密度（近岡, 1983; Sato et al., 2009）、








の研究は、農薬の不効化（Racke & Coats, 1988）や硝化菌の減少
（Welsh et al., 1998）などが報告されているが、その知識は生産者ま
ではなかなか浸透していないのが現実である。特に土壌くん蒸剤が土
壌の発病抑止能および静菌作用に与える影響についての研究は進んで









 本論文で主に扱った植物寄生性線虫は Pratylenchus属 3種と









が 2種の近縁種の DNAを増幅してしまう可能性が示され、実際に P. 
vulnus の DNAを用いた実験を行ったところ、P. kumamotoensisの
DNAの増幅効率に対して 4.7%の効率で P. vulnusの DNAを増幅した
（表Ⅱ-7）。配列が似通っている 2種のうち、P. pseudopratensis は日
本での報告および第Ⅱ章で対象としたキクを加害する報告がされてい
ないが、P. vulnusは韓国のキク圃場からの検出が報告されており
（Han et al., 2006）、また日本の他作物栽培土壌からも検出されてい








頭の P. vulnusから抽出した DNAを用いた real-time PCRには成功し
たものの、土壌あるいは線虫懸濁液から抽出した DNAを用いて




 P. pratylenchus（Sato et al., 2007; Sato et al., 2010）および M. 
incognita（Toyota et al., 2008; 村上, 2013）についてはプライマーが
既に報告されており、土壌中の対象線虫密度と Ct値の関係を現す検量
線も作成されていた。しかし、Sato et al. (2010)の報告は土壌を粉砕
する際にボールミルではなく締固め法を使っていたため、また土性に
よって土壌 DNAの抽出効率が異なる（Zhou et al., 1996）ため、新た
に検量線を作成した。P. pratylenchusについては Sato et al. (2010)
Table Ⅴ-1. Number of mismatch of real-time PCR specific primers to 
closely-related nematodes. 
Primer 





SCN Heterodera glycines H. schachtii 0 (0) Goto et al., 2009 H. trifolii 0 (0) 
RKN Meloidogyne incognita M. hapla 1 (3) 
Toyota et 
al., 2008 
Pkuma Pratylenchus kumamotoensis 
P. pseudopratensis 1 (8) Koyama 
et al. in 
press P. vulnus 1 (12) 
a No. of mismatched base pairs in the non-target species sequence to the 
region of 10 base pairs from the 3' end of the formard and reverse primers. 
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et al. (2010)が検討しており、Heterodera glycinesの検量線はボール
ミルの方が理論値に近く、また y切片も低くなった。M. incognita の
検量線はこれまでに複数回検討されており、砂土では
y=-1.0404x+34.288（Min et al., 2009）、黒ボク土では
y=-0.9179x+37.37（Watanabe et al., 2013）および y=-1.0028x+34.044
（村上, 2013）が報告されている。第Ⅲ章で作成した千葉県の黒ボク












































































Ⅲ-8）。キュウリの M. incognita の要防除水準については北海道立総












 これまで Pratylenchus penetrans（Sato et al., 2007; Sato et al., 
2011）、Meloidogyne incognita（Toyota et al., 2008; Watanabe et al., 
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および P. kumamotoensisの特異的プライマーを設計した。P. 




ンプルから 4～1553頭/20 g乾土の範囲で、P. kumamotoensisは 1サ





果、線虫由来の 1500bpの DNA断片を DNA抽出の内部標準とするこ
とができた。また死んだ線虫由来の DNAはくん蒸、非くん蒸土壌と
もに 2週間で 99％以上分解されることが明らかになった。 










関係を調査した。M. incognita の密度測定は real-time PCR法とベル
マン法の 2通りの手法で行った。その結果、real-time PCR法で M. 
incognitaが検出されなかった 13サンプルのうち、幼苗検定でネコブ
指数(最大 2)を示したのは 2サンプルであったが、一方ベルマン法で
M. incognita が検出されなかった 19サンプルのうち、8サンプルでは
幼苗検定でネコブ指数(最大 67)がみられた。M. incognita 密度と幼苗
検定のネコブ指数の間には強い相関関係がみられたのは real-time 
PCR法のみであった(P < 0.001)。よって、ベルマン法よりも real-time 
PCR法の方が幼苗検定の結果との相関性が高いことが示された。Real




























は、5圃場中 3圃場で有意に CP区の方が MS区より低くなった
(P<0.05)。この結果は圃場条件というくん蒸剤の殺菌効果が室内くん
蒸より効きにくく、また微生物の再侵入がおこりやすい条件下でも、
一ヶ月たっても CP区の方が MS 区より微生物バイオマスが回復して
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